ENHANCED ENGLISH ABSTRACT FOR DE3029307

1/ 1 WPAT - ©The Thomson Corp.
Derwent Accession :
1982-17945E [10]
Title :
Blood substitute with oxygen transport properties produced by coupling
of a polysaccharide e.g. dextran with cell-free haemoglobin
Derwent Class :
B0O4
Patent Assignee
(FREP) FRESENIUS AG
(FREP) FRESENIUS CHEM PHARM IND EDUARD
Inventor :
PITZ H; SOMMERMEYE K
Nbr of Patents :
2
Nbr of Countries :
1
Patent Number :
DE3029307 A 19820304 DW1982-10 Ger 25p *
AP: 1980DE-3029307 19800801

DE3029307 C 19891207 DW1989-49 A61K-037/14 Ger
AP: 1980DE-3029307 195800801
Priority Number :
1980DE-3029307 19800801
Intl Patent Class :
A61K-031/40; A61K-031/715; A61K-047/48
Advanced IPC (V8) :
A61K-031/40 [2006-01 A - I
A61K-047/48 [2006-01 A - I
Core IPC (V8) :

R - -]; A61K-031/715 [2006-01 A - I R - -];
R - -]

A61K-031/40 [2006 C - I R - -]; A61K-031/715 [2006 C - I R - -];
A61K-047/48 [2006 C - I R - -]
Abstract :

DE3029307 A
Haemoglobin-contg. blood substitutes of the formula M-R1-B-R2-Hb (I) in
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of haemorrhagic shock where the extent of blood loss is such that
erythrocyte-free transfusions cannot be used safely. The new product has
a long half-life in the body, and has oxygen-transport properties
approximating those of natural haemoglobin.
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Patentanspriche

1. Haﬁoglobin enthaltendes Blutersatzmittel der allgemeinen

Formel I

(1),

bei dem zellfreies Hamoglobin Hb kovalent Uber reaktive
Gruppen R und R und einen Briickenliganden B mit einem
Polysaccharld M verbunden ist, d a d urch gekenn -
zeichnet,

daB B eine ggf. ein- oder mehrfach ungesittigte aliphatische
Gruppe mit 3-14 C~Atomen, eine Cykloalkylgruppe mit bis zu
14 C~Atomen oder eine Arylgruppe mit bis zu 14 C-Atomen be-
deutet und die Gruppen R1 und R2 gleich oder verschieden
Gruppierungen der Formel -O-,-NH-, = N- y=S—=,=S (CH )=,
=N—(CH ) ~NH—,-NH-(CH ) -NH-, = N-(CH,) m~N=seine. Carboxy—
oder eine Hydra21dgruppe bedeutet, wobei m = 0 oder eine
ganze Zahl von 1~-14 bedeutet.

M—R1—B—R2-Hb

% Y

2. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB B eine

Alkylgruppe mit 4-10 C—Atomen bedeutet.

3. Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB B eine
Alkylgruppe von L4L-8 C-Atomen bedeutet.
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Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal B
eine Butylgruppe bedeutet.

LRI
[ LR

Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB B
eine Pentylgruppe bedeutet.

Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf B
eine Hexylgruppe bedeutet.

Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf B
ein von trimerisiertem Glutardialdehyd stammender Rest
ist und R, eine Gruppe der Formel -N~(CH ) ~N= oder

-NH- (CH ) ~NH- ist, wobei m die in Anspruch 1 angegebene
Bedeutung besitzt. '

Mittel nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dag m 2

“z

den Wert = O hat. N

Mittel nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet; daB R,
die gleiche Bedeutung wie R1 besitzt, wobei m = 0 ist.

Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB R1
und R2 jeweils eine Gruppe -0- sind und B eine Phenyl-
gruppe darstellt, die in 1- und 4-Stellung mit den Resten
R1 und R2 verbunden ist. '

Mittel nach Anspruch 1, dddurch gekennzeichnet, daB das
Polysaccharid M Dextran mit einem Molekulargewicht von
MW = 10.000 bis 500,000 ist.

Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das
Polysaccharid M Hydroxyithylstidrke mit einem Molekularge—
wicht von MW = 10.000 bis 500.000 ist.

Verfahren zur Herstellung des Blutersatzmittels nach
Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man
a) entweder die Hydroxygruppe eines Polysaccharids
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aktiviert und das erhaltene aktivierte Produkt mit
einer funktionellen Endgruppe einer Briucke B ver-
kniupft, oder das Polysaccharid M mit einer stark
reaktiven Endgruppe der Briucke B verknUpft und

b) das erhaltene Produkt Uber die andere endstandige
reaktive Gruppe der BrUcke B mit zellfreiem Himoglo-
bin verbindet.

Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet,
daB das Polysaccharid durch Perjodat zu einer Aldehyd-
gruppen enthaltenden Verbindung aktiviert wird, die
mit einer oder mehreren endstindigen Aminogruppen der
Brucke B oder mit Hydrazin umgesetzt wird, wobei das
mit Hydrazin erhaltene Produkt mit einer endstandigen
Aldehydgruppe der Briicke B umgesetzt wird. -
Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet,
daB das Polysaccharid M mit p~-Benzochinon bei einem
pH-Wert von 6-8 und anschlieBend das erhaltene Pro-
dukt mit Hd&moglobin umgesetzt werden.
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Himoglobin enthaltendes Blutersatzmittel

Die Erfindung betrifft ein Himoglobin enthaltendes Bluter-

satzmittel der allgemeinen Formel I,
M-R -B-R,-Hb (1),

1
bei dem zellfreies Himoglobin HQROValent uber reaktive Grup-
pen R1 und R2 und einen Brickenliganden B mit einem Polysac~
charid M verbunden ist, fur den Sauerstofftransport sowie ein

Verfahren zu seiner Herstellung.

Ublicherweise kSnnen Blut- und Plasmaverluste bis zu etwa 1,5 1
durch Infusion kolloidaler Volumenersatzmittel ausgeglichenr
werden. Zu derartigen Volumenersatzstoffen gehSren beispiels-
weise Dextrane, Hydroxydthylst#rke und Gelatine. Wenn jedoch
dieses Volumen von ca. 1,5 1 Uberschritten und nicht sofort
ersetzt wird, entsteht beim menschlichen oder tierischen Orga-
nismus der hdmorragische Schock, da derartige Blutverluste nicht
ohne Gefahr durch erythrozytenfreie L®sungen aufgeftillt werden
durfen. In einem solchen Fall kann nur Vollblut Ubertragen wer-
den, dem die bekannten Risiken anhaften. Zu derartigen Risiken
gehbren eine beschrdnkte Lagerfshigkeit, die Gruppenspezifitit
(Rhesusfaktoren u. dgl.), Immunisierungsprobleme, die durch
ktrperfremde Substanzen entstehen, mit Krankheitstrigern gbei—
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spielsweise Hepatitsviren) infizierte Vollblutkonserven,
Aggregatbildung von Blutplattchen und Blutk®rperchen u. dgl.
Diese und weitere Risikenfaktoren sind beispielsweise in der
Monographie von U.F. Gruber “Blutersatz", Springerverlag,
1968, beschrieben.

Zur L8sung des Problems wurden u.a. Bmulsionen von fluor-
ierten Kohlenwasserstoffen und der zellfreie Einsatz von
Hamoglobinldsungen vorgeschlagen. Diese Versuche scheiter-
ten jedoch, da einerseits bei den fluorierten Kohlenwasser-
stoffen keine ausreichende BEmulsionsstabilitat und quanti-
tative Ausscheidung gegeben sind, andererseits auch nach

der vollstindigen Beseitigung von Zellfragmenten, die zu
nierentoxischen Effekten fihrten, das stromafreie, gelsste
Himoglobin weder die erforderliche Sauerstoffaufnahme- oder
-abgabekapazitat aufweist noch ausreichend lange im Korper
verbleibt, da es bereits nach relativ kurzer Zeit durch die -
Niere ausgeschieden wird. Um die Halbwertszeit der Ausschei-
dung zu erhthen, wurden deshalb gem. DE-0S 26 46 854 Sub-
stanzen zur Verwendung als Blutersatz oder Blutstrecker er-
zeugt, bei denen Himoglobin Uber eine kovalente Bindung an
ein makromolekulares Produkt gebunden ist. Wahrend als Ma-
kromolekille Dextran oder Hydroxy#thylstdrke, die jeweils ein
Molekulargewicht von 5000 bis 2000000 besitzen, in Frage
kommen k®nnen, wird die kovalente Bindung dadurch herge-
stellt, daB8 Hydroxygruppen der Polysaccharide aktiviert und
diese aktivierten funktionellen Gruppen, ggf. Uber einen
Bruckenliganden, mit dem Himoglobin gekuppelt werden. Akti-
vierte Zwischenprodukte der Makromolekile lassen sich durch
Reaktionen mit Bromcyan, einem w-Halogenalkylamin oder Per-
jodat herstellen. AnschlieBend erfolgt entweder eine direkte
Kupplung mit Himoglobin oder eine Ankupplung Uber einen
kurzkettigen Spacer. Obwohl durch die Ankupplung die Aus-
scheidungen von Hi#moglobin durch die Niere ver-

langsamt werden, wodurch die Wirkungsdauer des Himoglobin
erheblich erhtht wird, ist andererseits die Sauerstoffbin-
dungs—- und-abgabeeigenschaft des Endprodukts gem. DE-0S

26 L6 B5L nicht ausreichend, da bei weitem nicht die sigmoide
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Sauerstoffaufnahme -fabgabekurve des reinen Himoglobins er-
reicht wird. Diese sigmoide Funkton ist jedoch eine wichtige
Voraussetzung fur die Sauerstoffaufnahme in der Lunge und
Sauerstoffabgabe in den peripheren Muskelgeweben. Sofern
diese Eigenschaft nicht in einem gentigenden MaB erreicht

wird, besteht weiterhin die Gefahr eines h#morragischen Schocks.

Der Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zugrunde, ein Blut-
ersatzmittel auf der Basis eines an eine makromolekulare
Verbindung gekoppelten’Hamoglobins zu schaffen, das einer-
seits eine hohe Verweildauer im Kdrper aufweist, anderer-
seits der Sauerstoffaufnahme- oder Abgabeeigenschaft des
natliriichen Humoglobins weitgehend angendhert ist.

Diese Aufgabe wird durch die kennzeichnenden Merkmale des

Anspruchs 1 geltst.

Das erfindungsgemifBe Blutersatzmittel 14Bt sich bei Mensch
und Tier gleichermaBen einsetzen, wobei die vorstehend ge-
nannten Nachteile, die durch Ubertmgung von konserviertem
Blut entstehen, nicht auftreten. Weiterhin 1li8t sich dieses
Mittel tber lange Zeit lagern und kann im Bedarfsfall durch
einfaches Mischen mit Wasser und AuflUsen darin sofort ein-

gesetzt werden.

Dabei hat sich herausgestellt, daB die Volumenverweilzeit
in Abhingigkeit von der Kettenldnge und der Modifizierung
des Bruckengliedes variierbar ist und bis zu i0h betragen
kann, d.h., daB8 nach 10 Stunden noch 50% des infundierten
Volumens im Kreislauf nachzuweisen sind. AuBerdem sind die
erfindungsgemiBen Produkte biologisch akzeptabel und er-
zeugen u.a. keine allergischen Reaktionen.

Die erfindungsgemiBen Produkte bestehen im wesentlichen aus
Polysaccharid als makromolekulare Verbindungen, die als Ma-
trix M bezeichnet werden, einer chemischen Briicke B ("Spacer")
und einem Liganden Hb,wobei die Briicke B jeweils uber reak-

tive Gruppen R1 und R2 mit der Matrix M bzw. dem Liganden ﬁb,

ORIGINAL INSPECTED
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k=
der das Himoglobin darstellt, verbunden ist.

Als Matrix kommen makromolekulare Polyhydroxy-Verbindungen,
wie Polysaccharide, in Frage, wobei Dextrane und Hydroxy-
dthystirke mit einem Molekulargewicht von 5000 bis 1000000
beVfoufgcggnd.Besonders bevorzugt sind*Dextrare 40 und 70
sowie/%ydrOXyathylstarke die einen Anteil von mindestens
90 % Amylopectin-Hydrolysat, eine Bigenviskositit von 0,05~
0,3 dl/g bei 25° C, einen Athersubstitutionsgrad bis 0,9
Hydroxysthylgruppen/Glucoseeinheit, ein gewichtsgemitteltes
Molekulargewicht Mw bis 700000, und ein teilchengemitteltes
Molekulargewicht Mn bis 100000 aufweist. Die Dextrane sowie
die Hydroxydthylstirke sind als sdche im Handel und deshalb
leicht erhiltlich. * die klinischen

Als Hamoglobin wird vorteilhaft zellfreies (stromafreies)
Himoglobin eingesetzt, das aus frischem Humanblut frei von
Antigenen, Zellbéstandteilen und Pyrogenen lyophilisiert
hergestellt wurde. Hierzu bedient man sich beispielsweise
eines Druckfiltrationsgerdtes mit einem Membranfilter der
Porengrifle Juam, um das Humanblut zellfrei zu filtrieren.

Als chemische Bricke B kommen gerdd- oder verzweigtkettige
aliphatische Gruppen mit 3 - 14 Kohlenstoffatomen, vorzugs-
weise 4 -~ 10, insbesondere 4 — 8 Kohlenstoffatomen infrage.
Spezielle Beispiele fur gerad- oder verzweigtkettige Alkyl-
gruppen sind die Propyl-, Butyl-, Pentyl-, Hexyl-, Heptyl-,
Oktyl-, Nonyl-, Decyl-, Undecyl-, Dodecyl- und die Myristyl-
gruppe wie deren isomere Formen. Vorstehend genannten Alkyl-
gruppen kbnnen auch eine oder mehrere ungesdttigte Bindungen
enthalten., Beispiele fur Alkenylgruppen sind die Allyl-,
1-Methylallyl-2-Methylallyl-(Methallyl-), 2-Butenyl-(Crotyl-),
3-Butenyl-,1,2-Dimethylallyl~,1,1-Dimethylallyl~,2-Athyl-
allyl-,1-Methyl-2abutenyl-,2-Methyl-2butenyl-,3-Methyl-2-
bufenyl;B—Pé%enyl—,Z,3—Dimethy1~2—butenyl—,1,1,2—Trimethylallyl—,
1,3~-Dimethyl-2-titenyl-,1-Athyl-2-putenyl-,4-Methyl-2-pentenyl-,
2-Athyl-2-pentenyl-,k,4-Dimethyl-2-pentenyl-,2—-Heptenyl-, 2-
Oktenyl~,5-Oktenyl-,2-Nonenyl—-,2-Decenyl -,2-Dodencenyl- und dgl.
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Vorstehenden Alkylgruppen kdnnen auch in der Seitenkette
Alkoxygruppen aufweisen, wobei beispielsweise die 2-Methoxy-
propyl-,3-Methoxypropyl-, 3-Propoxypropyl-,2-Methoxybutyl-,
B—Kthoxybutyl—,h—Butoxybutyl—,Z-Kthoxyhexyl—,3—Methoxy—3—
methylpentyl-,4-Methoxyoktylgruppe in- Frage kommen kdnnen.

Die vorstehenden Alkylgruppen, die ggf. ein oder mehrere
ungesatfigte Bindungen oder Alkoxygruppen aufweisen, kdnnen
mit zunehmender Kettenlidnge wasserunl¥siich werden, was so-
wohl bei der Synthese als auch beim Endprodukt von Nachteil
sein kann. Diese Eigenschaft 148t sich dadurch verbessern
oder aufheben, daB ein oder mehrere Hydroxygruppen einge-
filhrt werden. Spezielle Belspiele fir derartige Gruppen
sind Abkdmmlinge von Di-, Tri- und Tetraglycerin.

Die vorstehenden CB~C14 haltigen Gruppen k¥nnen auch als
Cycloalkylgruppen vorliegen, wobei die Cyclohexyl—-,4-tert-

Butyleyclohexyl-, 3~-Isopropylcyclohexyl-,2,2-Dimethylcyclohexyl~,

Cycloheptyl~und die Cylooktylgruppe in Frage kommen kbtnnen.
Die reaktiven Gruppen R1 und R2 sind bei den zyklischen
Gruppierungen vorzugsweise in 1,4 Stellung ankondensiert.

Zu C,~-C haltigen Gruppen gehdren weiterhin Arylgruppen,

3 7
wie die Phenyl-,Biphenyl-,1-Naphtyl- und die 2-Naphtyl-

gruppe, die ggf. mit den vorstehend genannten Alkyl-, Alkenyl-,

Alkoxyalkyl-, oder Cycloalkylgruppen substituiert sein kdnnen.

Beispiele fur Alkarylgruppen sind die o-Tolyl-, m- Tolyl-,
p-Tolyl- und die p-tert-Butylphenylgruppe, die isomere;
Form der Xy lyl-Gruppen, die isomeren Formen der Trimethyl-
phenylgruppen und die 4-Athyl-ti-naphtylgruppe.

Beispiele fur Aralkylgruppen sind die Benzyl-,Phenyldthyl-
1—Phenylathyk32—Phenylpropyl—,h—Phenylbutyl-,6—Pheny1hexylg
5-Phenyl-2-methylphenyl-und 1-Naphtyl-methylgruppe.

Beispiele fur Alkarylgruppen sind die o-Tolylmethyl-,m-
Tolylmethyl-p-Tolylmethylgruppe und dgl.
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Beispiele fur Alkoxyaralkylgruppen sind die o~Methoxyphenyl-,
m—Methoxyphenyl—,p—Methoxyphenyl—,2—(m—Methoxyphenyl)-athyl-,
b~Methoxy-1-naphtylmethylgruppe und dgl.

Als reaktive Gruppen R1 und Rz’ die jeweils die Verbindung
zwischen der BrUcke B und der Matrix M bzw. dem Hamoglobin Hb
darstellen und die gleiche oder verschiedene Bedeutung be-

sitzen kodnnen, kommen iblicherweise folgende Gruppierungen

in Frage:
-o-,-NH-,-N~,-s-,—5XCH2)~,=N—(CH2)m-NH-,—NH-(CHz)m;NH-,
=N~(CH2)m—N=,—NH—(CH2)m—N=, wobei m entweder O (also mit

dem Ausgangsprodukt Hydrazin) oder eine ganze Zahl von 1-

14 bedeutet, —0-8— oder -NH—%~.

0
Bevorzugte reaktive Gruppen R, und R, sind die Gruppierungen

der Formel

—O—,—NH—,-N—,—NH~NH7=N—NH—,aN-Nu,—O—C~ und -NH-C-,
I i

0 0

Precursoren fur die vorstehend genannten Gruppierungen R1
und R2 sind Halogenatome, Amino-Amid-,Carboxyl-Carbonyl-,
S#urehalogenid~, Szureacids Sulfhydryl-, Imidazo- und Thio-
methylgruppen,

Bevorzugte Ausgangsverbindungen sind ,0-Diamine der allge-

meinen Formel II
HZN—B~NH2 (I1)
undé-Aminocarbonsiuren der allgemeinen Formel III

H,N-B-COOH. (11I)

Besonders bevorzugte Verbindungen der allgemeinen Formel
IT und III sind diejenigen, bei denen B aliphatische Gruppen
mit 3-14 Kohlenstoffatomen darstellt.
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Zur Herstellung des erfindungsgemsiBen Blutersatzmittels wird
Ublicherweise zierst die Brucke B an die Matrix M uber die
reaktive Gruppe R angekuppelt und anschliefiend wird das er-
haltene Produkt Uber die zweite reaktive Gruppe R mit dem
zellfreien Humogzlobin verbunden. Die Reihenfolge der Kuppe-
lung ist Jjedoch nicht erfindungswesentlich und kann deshalb
umgekehrt werden.

Um eine Bricke B mit der Matrix M zu koppeln, muB einer der
beiden Reaktionsteilnehmer mindestens eine reaktionsfreudige
Gruppe aufweisen. Da als Matrix M gewthnlich Polysaccharide,
also Verbindungen mit OH-Funktionen eingesetzt werden,
muUssen entweder diese Hydroxy-Gruppen der Polysaccharide in
eine reaktive Form uberfiuhrt werden oder aber die Bricke B
muB besonders reaktionsfreudige Gruppen aufweisen, bei-
spielsweise Halogenatome oder Doppelbindungen, die mit der
Hydroxygruppe reagieren kbnnen.

Unter den Halogenatomen ist das Bromatom bevorzugt, das nach
folgender Gleichung 1

M-OH+Br-B- —®M-C-B-+HBr . (1)

in der M-Gidie Matrix mit einer beliebig ausgewdhlten OH-
Gruppe bedeutet und die Bricke B die vorstehende Bedeutung
besitzt, mit der Matrix unter Abspaltung des entsprechenden
Bromwasserstoffs reagieren kann.

Das nach der Gleichung 1 erhaltene Produkt kann wiederum .
Uber eine entsprechende reaktive Gruppe R2 mit dem Himoglobin
umgesetzt werden.

Andererseits kann die Matrix M auch mit einer reaktiven
Doppelbindung, beispielsweise mit p—Ben‘ochlgfn nach Gleickung 2

M-OH + O[:::lO——sM—gI:j\lﬁ +H,N-Hb—pli9- H-HDb

(3) ©
umgesetzt werden.Das erhaltene Produkt kann mit einer Amino-

gruppe des Hamoglobins nach Gleichung 3 reagieren.
Diese Reaktion ist stark vom pH-Wert abhingig.Bei einem

BAD ORIGINAL
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pH-Wert von 9 treten beispielsweise starke Vernetzungen und
Farbbildung auf, wihrend die Reaktion bei einem pll-Wert von
7 offensichtlich zu einem geringeren Vernetzungsgrad fihrt.
Durch Steuerung des pH-Wertes lassen sich also beliebige
Vernetzungsgrade erzeugen, so daB unterschiedlich hohe Mole-
kulargewichte die aus mehreren Matrix- und Himoglobinein-

heiten herrtthren, erhalten werden kbnnen.

Wenn die BrUcke B endstdndige funktionelle Gruppen aufweist,
die nicht mit einer Hydroxygruppe der Matrix reagieren kdn-
nen, muB diese Hydroxygruppe der Matrix aktiviert werden,
wobei h#ufig eine milde Oxidation mit Natriumperjodat nach

folgender Gleichung L bevorzugs: ist
M—CHZ-OH + GCx, —® M-CHO (1)

Es k¥nnen Jjedoch auch andere reaktive Stoffe, beispiels- .
weise Acylhalogenide, Alkylhalogenide, Isocyanate oder Brom-~ -

cyan eingesetzt werden.,

Das nach Gleichung 4 erhaltene Produk—: kann beispielsweise
mit der Aminogruppe als endstéindige G:~uppe der Brticke B
nach Gleichung 5

M-CHO + H,N - B- —s M-CH = N-B- + H,0 (5)

unter Bildung einer Schiff'schen Base umgesetzt werden. Da
derartige Schiff-Basen hiufig nicht besonders stabil sind
und zur Bildung von Folgeprodukten neigen, werden sie vor-
zugsweise mit Natrium- oder Lithiumborhydrid, Jje nach dem

eingesetzten Ldsungsmittel, hydriert.

Wenn die endstdndige reaktive Gruppe cer Brucke B eine

Aldehyd-Gruppe ist, soerfolgtdie Kupplung mit der gemiB

Gleichung 5 aktivierten Matrix mit Hilfe einer Verbindung

mit zwei endstindigen Aminogruppen der allgemeinen Formel
H2N~(CH2) n—NH, (1Iv)

in der m die Bedeutung von O (Hydrazin) besitzt oder eine

ganze Zzhl von 1-14 darstellt.
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1 Die Verbindung mit der allgemeinen Formel IV reagiert
nach folgender Gleichung 6

M-CHO +H,N-(Cd,) ~NH, +0CH-B~ —— M-CH=N(CH p ) ~N=CH-B- (6)
mit den beiden Aidehydgruppen der Matrix und der Brlcke

5 unter Bildung einer doppelten Schiff! schenBase, Bevorzugt
ist bei dieser Jmsetzung die Verwendung von Hydrazin. Wei-
terhin ist bevorzugt, daB die nach Gleichung 6 erzeugten Schiff'
Schen Basen hydriert werden.

10 Setzt man gem#B Gleichung 6 eine Bricke mit zwei endstindi-
gen Aldehydgruppen, also einen Dialdehyd eih, wie Malondi-
aldehyd, Succindialdehyd, Glutardialdehyd und dgl., dann ist
der Reaktionsmechanismus dieser Dialdehyde hxufig nicht ge-
sichert, da sowohl die Aldehydgruppen unter Bildung von .

15 Schiff'schen Basen als auch die durch Keto-Enol-Tautomerie
gebildeten Doppelbindungen gemiB der Michael-aAddition (Re- X
aktion mit aktiven Methylengruppen oder Stickstoffatome ent—
haltendéiFunktionen) mit der endstidndigen Aminogruppe rea-
gieren kUnnen. Der Glutardialdehyd der Formel IV

20 OHC- (CHz)h -~ CHO (1v)

Tegt h#ufigtrimerisiert in seiner crotonisierten Form der
allgemeinen Forrel V vor )

. — CHO
H, - CH, - CHO (v)

OHC - C - CH, - CH, - CH = C

25 HC - (cn )y - cno ¢
Erfindungsgemid8 besonders bevorzugt ist die Reaktion des
trimerisierten Glutardialdehyds mit dem Reaktionsprodukt
aus Hydrazin und der aktivierten Matrix gem#B8 Gleichung &4

30 einerseits und dem zellfreien Himoglobin andererseits. Nach
der Wahl des pH-Werts k¥Ynnen entweder die freien Carbonyl~
funktionen des trimerisierten Glutardialdehyds oder aber
die Doppelbindungen mit aktiven Wasserstoffatomen, bei-
spielsweise der Amino-oder Thiogruppe reagieren. Da die

35 Bricke B lediglich als spacer, also zur Erzeugung eines
bestimmten Abstandes zwischen Matrix und Himoglobin dienen
soll, ktnnen beide Reaktionsarten gleichermaBen zur Bricken-
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bildung eingesetzt werden,

Diese Reaktionen sind in der nachfolgenden Gleichung 7 a

und 7 b gezeigt, in der der trimerisierte Glutardialdehyd
verkiirzt dargestellt ist, wobei die Gruppen X und Y die nicht
in die Reaktion eingreifendc Reste de:. Glutardialdehyd der
allgemeinen Formel V darstellen.

M~CH=N-(CH,) -NH, + OHC - ﬁ . — M—CHaN—(CHz)m—-NnHC—(&‘.—Y (7a)
HC-X HC-X

M-CHEN=(CH, ) =NE, + OHC — £ = Y s M-CH-N- (CH,), -NH-CH-X (70)
HC-X HOC BCH —Y

Die nach Gleichung 1, 5, 6 und 7 erhaltenen Produkte aus derp
Umsetzung der Matrix M mit einer Brick=z B werden nach der -
Gleichung 8

M-R,~B~Z + HG ~—s M-R,~-B-R,~H3 (8)

in der Z eine funktionelle Gruppe dars:ellt, mit Himoglobin
zum erfindungsgemiBen Endprodukt der allgemeinen Formel I
ungesetzt. Als Gruppe Z kommen die Carboxyl-, Amid-, Car-
bonyl-, Amino-, Thio-, oder Thiomethylgruppe in Frage. Die
Gruppen mit der Bedeutung Z k8nnen mit einer oder mit mehreren
reaktiven Gruppen des Hamoglobinmolekils, wie Amino-, Thio-,
Carboxyl- oder Thiomethylgruppen reagieren, Weiterhin kann
die Gruppe Z auch eine Doppelbirdung, beispielsweise die
Doppelbindung des trimerisierter Glutardialdehyds bedeuten,
die mit aktivierten Wasserstoffen, beispielsweise der Amino-

gruppe oder der Thiogruppe reagieren kann.

Die nach Gleichung 4 erhaltene aktivierte Matrix kann auch

mit einem Hydrazid oder Dihydrazid einer &, —-Dicarbonsiure
oder einer w —Aminocarbonsiure umgesetzt werden, wobei eine
mit einer Brucke versehene Matrix der allgemeinen Formel VI

M-CH=N~NH-CO~B (VI) .

| BAD ORIGH:/ L
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erhalten wird. In der Formel VI ist wie in den vorstehenden
Formeln und Gleichungen die Bedeutung der endstdndigen Grup-

pe offengehalten und kann beispielsweise eine Gruppe der Be-
deutung Z,eine Siurehydrazidgruppe und dgl. sein.

Die Kupplung dieser Gruppen mit aktiven Gruppen des Himo-
globinmolekils erfolgt entweder aufgrund ihrer eigenen Re-
aktivitdt oder aber Uber aktivierte Zwischenzustinde, bei-
spielsweise iibar N-Hydroxysuccinimide und dgl., wie sie
beispielsweise aus der Peptid "-Synthese bekannt sind.
Doppelbindungea lassen sich, wie bereits vorstehend fest-
gestellt, durch Hydrierung mit Alkalisalzen von Borhydrideg
hydrieren. Ubrig gebliebene Carbonylfunktionen werden blok-
kiert, beispielsweise durch TES, das nachstehend beschrie-
ben ist. Die Zwischen—'und Endprodukte werden iiblicherweise
gegen destilliertes Wasser dialysiert und dadurch gereinigt. -
Die Umsetzung eines Briickenmolekils mit der Matrix betrigt
Ublicherweise 5:1, vorzugsweise 1:1. Das dadurch erzeugte
Zwischenprodukt aus Briickenglied und Matrix kann bis zu 5
H&moglobinmolekiile entnehmen und nimmt vorzugsweise ein
Himoglobinmolel:ll auf. Ein besonders bevorzugtes Endpro-
dukt der allgemeinen Formel I besteht aus jeweils einem
MolekUl Matrix, BrUcke und Himoglobin.

Nachstehend werden die allgemeinen Reaktionsbedingungen
beschrieben, die zu den vorstehend beschriebenen Zwischen-

und Endprodukten fihren.

Die Aktivierung von Peclysacchariden durch Oxydation mit
Perjodat gemdf Gleichung 4 wird nach der Methode von
Fleming et al, Acta biol med germ. Bd. 30 (1973) S. 177
durchgefuhrt, wobei man in Wasser oder alkoholischen
Wassergemischen arbeitet. Die Reaktionstemperatur liegt
normalerweise zwischen 0 und 50, vorzugsweise zwischen

5O C und der Raumtemperatur. Die Reaktionszeit hingt vom
Substitutionsgrad der Reaktionsteilnehmer, also beispiels-
weise der Hydroxydthylstirke HES ab und steigt mit steigen-
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dem Substitionsgrad an. Dic Abtrennung und Reinigung des
erhaltenen Produkts erfolgt durch Dialyse gegen aqua dest.

Das mit Perjodat oxidierte Proiukt wird bei einem pH-Wert
von 3-7, vorzugsweise Lk,5-5,5 nit einem ¢ ,o-Diamin oder
einer @y-Aminocarbonsiure gemif Gleichung 5 umgesetzt, wo-
bei der pH-Wert unter Kontrolle gehalten wird. Es wird mit
hohem UberschuB an Diamin oder Aminocarbonsgure gearbeitet,
um m8glichst sdmtliche Carbonylgruppen umzusetzen. Die Um-
setzung erfolgt Ublicherweise bei Raumtemperatur innerhalb

einer Zeit von 4-10 Stunden.

Um restliche Carbonylfunktionen zu blockieren, wird bei-
spielsweise TES (N-Tris(Hydroxyvmethyl -methyl-2-aminoethan-
sulfonsgure )zugesetzt. Anschliefend erfolgt die Reinigung
des Produkts wiederum durch Dialyse gegen aqua dest.

Sofern ein Diamin mit der aktivierten Polysaccharidverbindung
umgesetzt worden ist, kann die endstidndige Aminofunktion mit
Glutardialdehyd nach Gleichung 7 verl#ngert werden, wobei
vorzugsweise bei einem pH-Wert von 7-&, insbesondere bei 7,5
(Phosphatpuffer mit einer Phosphatkonzentration von etwa 0,5
Mol.) gearbeitet wird. Die in wissriger L8sung ablaufende Um-
setzung erfolgt Ublicherweise bei Temperaturen oberhalb der
Raumtemperatur, vorzugsweise zwischen 30 und 500, insbeson-
dere bei 37° C Uber einen Zeitraum vor. mehreren Tagen, vor-
zugsweise 15-25 Stunden. Die Reinigung des Endproduktes er-

folgt wiederum durch Dialyse gegen aqua dest.

Falls das oxidierte Polysaccharidprodukt mit einer endstindi-
gen Aminofunktion gekuppelt wird, entsteht eine Schiff'sche
Base gem#8 Gleichung 5, deren Doppelbindung ggf. durch Re-
duktion mit Natriumborhydrid in widssriger L8sung bei alkalisch-
en Bedingungen (pH ca. 9) beseitigt werden kann. Nach der
Zugabe von NaBHh arbeitet man unterhalb der Raumtemperatur
zwischen 8 und 24 Stunden, vorzugsweise 12 Stunden weiter.

Da bei Einsatz von NaBHL+ neben der Reduzierung der Doppe{—
bindungen auch die Ubrig gebliebenen Carbonylgruppen zu
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Hydroxygruppen reduziert wurden, eritbrigt sich die Zugabe
von TES. Die titrigen Reaktionsteilnehmer werden vom Reaktions—
produkt wiederum durch Dialyse gegen aqua dest. entfernt.

Die Umsetzung mit Benzochinon gemis Gleichung 2 erfolgt ub-
licherweise unter Verwendung von Polysaccharid und p-Benzo-
chinon, wobei das Benzochinon in einem organischen Losungs—
mittel, vorzugsweise Ethanol, geldst wird. Um eine zu starke
Kopplung zu vermeiden,wird bei einem pH-Wert von 6-8, vorzugs-
weise 7 gearbeitet, wobei zweckmiBigerweise wiederum Phosphat--

puffer verwendet wird.

Die vorstehend erhaltenen Zwischenprodukte, die ein Makro-
molekUl als Matrix und eine chemische Bricke aufweisen, wer-
den mit dem freien Ende der chemischen Briicke an zellfreies
Hdmoglobin angekoppelt, wobei iblicherweise bei pH-~Werten
von 8-11, vorzugsweise 9,5 (Bicarbonatpuffer) und Temperaturen
von etwa 0-30, vorzugsweise 5-10° ¢ gearbeitet wird.

Hochmolekulare Vernetzungsprodukte werden anschlieBend durch
Filtration, beispielsweise durch Druckfiltration gereinigt.
Das klare Filtrat laBt sich weiter in einer Ultrafiltrations—
anlage, beispielsweise von der Firma AMICON, Uber eine Mem-
bran, teispielswaise die mit PM 10 bezeichnete Membran fraktio-
nieren, sofern der pH-Wert auf 7,4 eingestell: wird. Das er-
haltene Produkt wird durch Gefriertrocknen in eine stabile
Form Uberfuhrt und kann tiber lange Zeit aufbewahrt werden.

Wenn andererseits als Briuckenglied eine w-Aminocarbonsiure
gemdaB Gleichung 5 eingesetzt wird, kann das erhaltene Pro-
dukt durch Umse“zung seiner endstindigen Carboxylgruppe mit
aktivierenden Substanzen, beispielsweise N-Hydroxysuccinimide
oder EDAC (1-Athyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-éarbodiimid—
hydrochlorid) ungesetzt werden, wobei bei dem ersten Diimid
wasserfrei und hei EDAC in Wasser gearbeitet wird. Diése Um~-
setzung mit Dicyvlohexylcarbodiimid (DCC) fuhit durch Reaktion
mit N-Hydroxysuccinimid zu einem aktiven Ester, der mit einer
Aminofunktion oder Thiofunktion des Himoglobins zum gewlinschten
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Endprodukt reagieren kann. Diese Reaktion von DCC wird ub-
licherweise in wasserfreien organischen L8sungsmitteln, vor-
zugswelise Dioxan durchgefuhrt, wobei die Umsetzungszeit

zwischen einer und vier Stunden variieren kann.

Sofern jedoch ein wasserl8sliches Carbodiimid, beispiels-

weise BDAC, zum Binsatz kommt, kann d:s aus der Kopplung mit
Polysaccharid undw-Aminccarbonsiure erhaltene Produkt direkt

in Wasser mit Hb, uméesetzt werden, wcbei wiederum die Carboxyl-
gruppe mit einer NH2 - oder SH-Gruppe des HG koppelt.

Der pH-Wert ist zwischen 3 und 7, vorzugsweise bei pH 5 zu
halten. Die Umsetzungszeit liegt tUblicherweise bei 3-15, vor-

zugsweise bei 6~8B Stunden.

Der Reinheitsgrad der erhaltenen Komplexe kann durch schnellei
GPC Uberpruft und deren Molekulargewicht abgeschatzt werden.
Weiter lassen.sich folgende Parameter kontrollierent Vis-
kositdt, Hdmoglobin-Anteil, Polysaccharid-aAnteil, Methimoglo-
bin-Gehalt, Osmolaritit und pH-Wert.

Die Beispiele erliutern die Erfindung.

Beispiel 1

a) Oxidation
8,5 g Dextmn bzw. Hydroxyathylstarke (HRS) (0,05 Mol)
werden in 100 ml Wasser geldst. Unter Ruhren wird dann
eine L8sung aus 1,2 g Natriumperjodat in 10 ml Wasser
zugegeben. Die Mischung bleibt #ber Nacht bei +5° C
stehen. Das Oxidationsprodukt wird dann gegen aqua dest.

dialysiert.

Die Reaktionsdauver wird mit wachsendem Substitutionsgrad
bei HES entsprechend verlingert.

b) Umsetzung mit®,w-Diamin
Das dialysierte Oxidationsprodukt wird bei einem pH-
Wert von etwa 5 mit 20 ml einer 2- molaren L®sung von
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Athylendiamin tropfenweisc versetzt. Dabei muB der pH-Wert
kontrolliert undi evtl, nachjustiert werden. AnschlieBend
wird bei Raumtenperatur 6-10 Stunden vorsichtig gerthrt.
Die L¥sung wird danach mit dem gleichen Volumen 0,1 M TES
versetzt, um Ubzrschissige Aldehydfunktionen zu blockieren.
Zum SchluB wird wiederum gegen aqua dest. dialysiert.

c) Umsetzung mit Glutardialdehyd
wird
Die Reaktionsl®sung/durch Zugabe von festem I{I—IZPOZ+ und

NaQHPOh auf pH 7,5 eingestellt, wobei eine Phosphatkonzen-
tration von 0,5 Mol erreicht werden soll. Diese gepufferte

Losung wird in 50 ml einer 25%-igen wissrigen Glutardialdehyd-

16sung eingerthrt, wobei der pH-Wert kontrolliert und ggf.
nachjustiert wird. Die Umsetzung erfolgt bei 37° C in Was-
ser, wobei 18 Situnden vorsichtig geritthrt wird. Zur Entfern-
ung Uberschiussigen Glutardialdehyds wird gegen agua dest.
dialysiert.

d) Kupplung mit Human-HZmoglobin

8 g Humanhimoglobin werden in 200 ml 0,2 M Bicarbonatpuffer
pH 9,5 geltst, cann in einem Druckfiltrationsgerit (Sartorius)
Uber 3/um Membrenfilter filtriert und in die aus Stufe c er-
haltene L8sung eingeriihrt, wobei diese Reaktion bei + 5% ¢
durchgefuhrt wird.

Nach Ablauf der Kupplungsreaktion, die durch analytische
Gelchromatographie verfolgt wird, wird wieder mit einem Fil-
ter der PorengrtBe 3 mum filtriert, um hochmolekulare Ver-
netzungsprodukte abzutrennen. Das klare Filtrat wird zur
weiteren Reinigung in einer Ultrafriltrationsanlage (AMICON)
iber eine Membran PM 10 fraktioniert und auf pH 7,4 umge-
puffert. Die widssrige L8sung des Himoglobin-Polysaccharid-
Komplexes wird anschlieBend gefriergetrocknet.

Der Reinheitsgrad der Komplexe kann durch schnelle G'PC iitber-

prift und deren Molekulargewicht abgeschitzt werden (Pitz,
LekIy, Chromatographig,. Bd. 12, (1979) S. 155). Weitere
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Parameter bei der Qualitdtskontrolle sind Viskositat, Hamo-
globin-Anteil, Polysaccharid-Anteil, Himoglobingehalt, Osmo-
laritgt und pH-Wert.

Beispiel 2

Die Stufen a und b gem4B Beispicl 1 werden wiederholt, wobei
Jjedoch anstelle von Athylendiamin Hydrazin eingesetzt wird.
Das erhaltene Produkt, ndmlich eine Schiff'sche Base wird
mit Natriumborhydrid reduziert.

Nach Abschlu8 der Reaktion mit lydrazin bei pH 5 wird der
pH-Wert durch Zugabe von festem Na2003 auf 9,0 eingestellt.
Danach werden 10 ml einer frisch bereiteten 5 M wissrigen
NaBHh—Lpsung unter Riuhren in kleinen Arteilen zugegeben. Es
wird 12 Stunden bei + 5° C weitergeruhrt, wobei zu starkes
Schdumen vermieden werden soll, Die Zugabe von TES erUbrigt
sich, da auch Uberschiussige Aldehydgrurpen durch Natriumbor-
hydrid reduziert werden. 2ur Entfernurg von nicht umge-
setztem Hydrazin sowie NaBHh wird die L¥sung gegen aqua dest.
dialysiert.

d
Die weitere Umsetzung mit Glutané%aehyd und Kupplung mit
Hamoglobin erfolgt entsprechend Beispiel 1.

Beispiel 3

Die Stufe a gemxB Beispiel 1, also Oxidation mit Natrium-
perjodat wird wiederholt. AnschlieBend erfolgt die Umsetzung
mitg-Aminocarbonsiure.

Zu einer L8sung aus 8 g oxidiertem Dextran (bzw. HES) werden
bei einem pH-Wert von 5 insgesamt 20 ml einer 2M L8sung von
6-Aminocapronsdure in Athanol/Wasser zugetropft. Dabei muB
der pH-Wert kontrolliert und ggf. korregiert werden. An-
schlieBend wird bei Raumtemperatur 6-10 Stunden vorsichtig
gerithrt. Zur Blockierung Uberschissiger Aldehyd-Funktionen
wird die LYsung mit dem gleichen Volumen 0,1 M TES versetzt
und noch weitere 3 Stunden gerihrt. Anschliefend wird gegen
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aqua dest. dialysiert. Die weitere Umsetzung mit Glutardialde-~
hyd und Kupplurg mit Himoglobin erfolgt wie in Beispiel 1

beschrieben.

Beispiel 4

Das Polysaccharid wird wie in Beispiel 3 oxydiert und dann
mit einer w-Aminocarbonsiure umgesetzt. Das erhaltene Pro-
dukt wird mit Carbodiimid aktiviert und anschlieBend mit
Hdamoglobin gekippelt.:

Das Reaktionsprodukt aus Polysaccharid und derg-Aminocarbon-
sgure wird unter Rihren mit 8 g Humanhdmoglobinldsung in

100 ml Wasser versetzt, Der pH-Wert wird dann mit verdunnter
Salzsgure auf 4,7 - 5,0 eingestellt. Unter Ruhren wird 20 mg
EDAC hinzugefligt. Der pH-Wert wird anschlieBend sofort wieder N
auf 5,0 eingestellt. Nach einer Reaktionszeit von etwa 6 Stunde:
wird das Carbodiimid durch Dialyse vollstindig entfernt. '

~

Beispiel 5

8,5 g Dextren 70 bzw. HES 200/0,5 werden in 100 ml Phosphat-
puffer pH 7 aufgeldst und anschlieBend wird eine L¥sung aus
5,4 g p~Benzochinon in 20 ml Athanol eingertthrt. Zum Schlus
der Reaktion wird nichf _umgesetztes Benzochinon durch Dialyse
entfernt. Zur Kipplung werden 8,0 g Human-Himoglobin in

200 ml Phosphat--Puffer pH 7 gelbst und mit der vorgelegten
Dextran- (bzw. IES)—Benzochinon-Verbindung umgesetzt. Die
Umsetzung erfol st bei + 5° c. Der erhaltene H¥moglobin-
Polysaccharid-Komplex wird - wie in Beispiel 1 beschrieben -
gereinigt und analytisch untersucht.

In den Fig. 1 und 2 sind Elutionsdiagramme und in den Fig. 7
3 und 4 Absorptionsspelttren der Umsetzungsproduktaagigstellt.
Beispiel 3 einerseits und von Himoglobin Hb andererseits/

Die Elutionsdiagramme von Humanhimoglobin Hb, Dextran-70-
Hamoglobin D 70--Hb sowie Dextran-250-Himoglobin D 250-Hb
wurden auf Spheron P1000 durch schnelle GPC erhalten. Als
chemische Brucke wurde 6-Aminocapronsiure eingesetzt. So-
wohl aus den Elutionsdiagrammen als auch den Absorptions—
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spektren kann entnommen wcrden, daB die durch die einzelnen
Reaktionsteilnehmer erzeugten Endprodikte eine Verdnderung
im Blutionsverhalten als auch spektroskophische Verdnderungen
erzeugen, so daB sicher gestellt wird, daB tatsdchlich makro-

molekulare Kupplungsprodukte entstanden sind.
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